DEUTSCHE DEMOKRATISCHE REPUBLIK PAT ENTSCHR1FT 

(12) Wirtschaftspatent (19) DD „„ 278 598 A1 

Erleilt gemiiB 4 17 Absati 1 Patentgesetz 4(51 ) C 12 N 1/02 



In der vom Anmelder eingereichten Fassung veroffentlicht 




WPC12N/323 824 7 (22) 23.12.88 (44) 



(71) Karl-Marx-Universitat, GoethestraBe 3-5. Leipzig. 7010, DD 

(72) Volke, Frank, Dr. sc. nat.; Miethe, Dietmar, Dr. rer. nat.; Borner, Helfried, Dr. rer. nat.. DD 

(54) • Verf ahren zur Abtrennung von Bakterien aus hochviskosen. saurehaltigen Suspensionen 

(55) hochviskose Suspensionen. Bakterienabtrennung. Kultivierung. Fermentation, Bakterienbiomasse, 
ferromagnetische Partikel. Magnetfeld 

(57) Die Erf indung betrifft ein Verfahren zur Abtrennung von Bakterien aus hochviskosen, saurehaltigen 
Suspensionen. die z. B. bei der Kultivierung und/oder Fermentation von Bakterien entstehen. Die Anwendung kann 
zur Gewinnung von Bakterienbiomassen und Produktlosungen angewandt warden. Da« Wesen der Erf indung bestaht 
darin, daB die Bakteriensuspension mit ferromagnetischen Partikeln versetzt wird, intensiv mechamsch behandelt 
wird, die Sedimentation durch Wirkung eines Magnetfeldes erfolgt und die Bakterien aus der Suspension durch an 
sich bekannte Verfahren abgetrennt warden. 
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Patentanspruche: 

1 Verfahren zur Abtrennung von Bakterien aus hochviskosen, saurehaltigen Suspensionen durch 
" Aqqreqation. gekennzeichnet dadurch. daft die Bakteriensuspension mit ferromagnetischen 
Partikeln versetzt wird, intensiv mochanisch behandelt wird, die derart behandelte Suspension der 
Wirkung eines Magnetfeldes ausgesetzt wird und die sedimentiertcn, magnetisch fixierbaren 
Bakterien aus der Suspension mittels an sich bekannter Verfahre :\ abgetrennt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daft die ferromagnetisfchen Part.kel GroBen 
zwischen 100nm und 5pm aufweisen. 



Anwandungsgebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Abtrennung von Bakterien aus hochviskosen. saurehaltigen Sus P e " s, °™ n ' d 'f 
der Kultivierung und/oder Fermentation von Bakterien entstehen. Die Erfindung kann zur Gewmnung von BaKier.eno.or. 
und/oder Produktlosung angewandt werden. 

Charakteristik des bokannten Standes der Technlk 

Bel einer Reihe u.a. biotechnologischer Verfahren entstehen Suspensionen. deren Ze.legung in Mpotsiom^MndlFMlofr. 
rnsbesonderebeihoherViskosititderSuspen^ 

Derartige Suspensionen entstehen beispielsweise bei der Fermentation von Bakterienkulturen. nfo.ge der genngen _GroBe der 
Bakterien und deren Ausscheidungsprodukte konnen solche Suspensionen besonders slabil se.n. 
Tei.chengroBe sedimentieren Bakterien so langsam. daB durch einfache Sedimentation keine ^ 
werden kann. Eine Abtrennung mittels Filter ist durch die geringe TeilchongroBe der Bakter.en und durch die A J^ Jert 
schleimiger Ausscheidungsprodukte schwierig. da die Poren der Filter verstopft werden. ^ m ^' B ^^^^ aUm 
. fst mog.ich aber kostenintensiv (hohe Energie- und Investitionskosten bei Ultrazentnfugal.on) und d.e Behandlung grofier 

(Koagula.ion) sehr komplexe EinfluBfaktoren wirksam s.nd. die nur qual.tat.v bekannt s,nd Die Bak,e " e "" oc ^ u ".P n f ''"f „ 
mit KoagulationshiHsmLln. die zur Flockenbi.dung fuhren und die mit Hi.fe bekannter Verfahren (z.B. ^ a "' a "°": F y'?' on - 
Flotation) vom Dispersionsmittel abgetrennt werden konnen (Weide. H.; Paca. J.; Knorre, W. A.: m „Biotechnolog.e . VEB 
Gustav Fischer Verlag Jena, 1987, Kap. 10). ,,,......,...„ 

So wurde ein Verfahren vorgeschlagen (WP 145 279), bei welchem als Koagulationsh.lfsm.ttel Alkal.s.l.kate m 
Zusammenwirkung mit einer thermischen Behandlung eingesetzt wurden. *, fca it e iii ka , iWa-serolas) 

Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB .lie zu koagulierende Bakteriensuspension mit Alkal.s l.kat '^asserglas 
vermisch, wird. wobei man 2 bis 15Ma,% Alka.i,i.ikat. berechne. als SiO, und bezoger , aul ^ B ^' e " Bn ^°^ e ' e ' nSeUt 
Suspension wird danech auf eine Temperatur von 50 bis 200X be, einem Druck von 0^8 bis 16bar erwarmt D ese 
Vorfahrensweise bewirk, die Koagula.ion der Bakterien. wobei gegebenenfalls die Behandlung m.t e '"7 h K ^^ a - ner 
eingeschlossen wird. In einer weiteren Ausgestaltung dieser Verf ahrensweise wurde vor 9 escn,a fl e K V a tlTzu^rken 
Bakteriensuspension in Gegenwart von A.kalisilikat durch Kontakt m.t einer sauren Substan* eine f^^ 1 '"" ^,^ an ' 
wobei die betreffende Bakteriensuspension bis zur vollstandigen Koagulat.on mechanise!, (z. B. Ruh'« ?der Um ^ a " n) 
behandelt wird. Die koagulierten Bakterien werden mittels bekannter Verfahren. beispielswe.se Dekantat.on oder F.llrat.on. vom 

LuTund Hefezellen besteht. durch die Behandlung der Emulsion mit einem Kraftf eld das be*p.e.swe,se durch U..rascha 
erzeugt wird. abgetrennt. Die Abtrennung kann durch Zugabe oberflachenakliver Substanzen verbessen werden Nachte.l 
dieses Verfahrens ist die Verunreinigung der Hefesuspension durch Erdoldestillat und d.e a.ischl.eBend erforderl.che 
Aufkonzentration der Hefesuspension durch Zentrifugation oder E.ndampfung. intftnsivB mB chanische 

GemaB einem weiteren Verfahren (WP 153493) wurde vorgeschlagen, d,e Bakteriensuspens.o n d ^^n™™^™™^ 
Behandlung (z.B. Ultraschall) fur die Koagulation zu sensibilisieren. die onschheBend be. hoherer. Temperaturen. vorzugswo.se 
40°Cbis90°C, spontan erfolgt. . . . ■ 7 _ Sfint _ A/ _||- n 

Nachteile der Filtration (Uberstromfiltration) von hochviskosen Bakter.ensuspens.onen s.rd d.e m ^'^J^^^" 
notwendigen Ruckspu.ungen (Weide. H.; Paca. J, Knorre. W. A, in ..Biotechno.ogieV ^ ^tnu^ion ^ 
Kap. 10). Eine Erhohung der Durchsatzrate erfordert neue technische Losungen und/oder eine Redukt.on des BTS vor der 
Filtration. z.B. durch Bakterienkoagulation. , .. ' , 1 „ K „^ hri „ 

Nachleile der oben genannten Verfahren sind die zurErz.elung der Koagulation der Bakterien notwendigen M^rschr.tt- 
prozesse. e'.nschlioBlich der Arbeit mit Temperaturen bis zu 200°C. 

Ziel der Erfindung 

Ziel der Erfindung ist die Abtrennung von Bakterien aus hochviskosen, saurehaltigen Suspensionen durch Aggregation zur 
Erreichung einer effektiven Sedimentation. 
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Darlegung dos Wesensder Erfindung 

D°r Erfindung liegt die Aufgabe zu'grundo, durch spezielle Behandldng einer Bakteriensuspension, dio hauptsachtir.h 
physikalischer Natur ist. eine Aggregation der Bakterien zu bewirk.m. die anschlieBend schneller sed.mont.eren. 
Erf indunqsgemaB wird die Aufgabo so gewahlt, daB eine hochviskose. saurehaltige Bakteriensuspension, z. B. mil Baktar.en des 
Types Acetobacter methanolicus. hinterlegt am ZIMET Jena unter der Nummer IMET B346 und Gluconsaure m.t 
ferromagnetischen Partikeln geeigneter GroBe und Konzentration versetzt wird. mechanisch behandelt wird (z.B. Huhren / 
Schutteln usw.), die Suspension zur Herstellung des fesleren Kontaktes zwischen Bakterien und ferromagnet.schen Part.keln 
eine geeignete Zeit ruht und die Sedimentation anschlieBend unter Anwesenheit eines geeigneten Wagnetfeldes erlolgt. U.e 
sedimentierten. magnetisch fixierbaren Bakterien lassen sich leicht aus der Suspension durch bekennle Vorf ahren U- U. 

KiSZ saurehaltigen Bakteriensuspension mil den entsprechenden ferromagnetischen Partikeln 

erfolgt kurzzeitig etwa 5-10 Minuten durch inlensives Schutteln. Die Suspension kann mehrere Stunden ruhen. Danach eriolgt 
der Kontakt der Suspension mil einem Magnetfeld. das eine schnelle Sedimentation der Bakterien. aggreg.ert m.t den 
ferromagnetischen Teilchen der CroBe lOOnm bis 1pm. bewirkt. 

Die Aggregationsgebilde. bestehend aus Bakterien und ferromagnetischen Partikeln. warden wahrscheinhch uber 
Biopolymeradhasion vermittelt. _ . » J i____«<_|j 

Die Sedimentation im Magnetfeld erfolgt bei Zimmertemperaturen. Im AnschluB an den Sed.men a<>pnspr<»eB m Mag fetd 
wird der weitgehend Ware Uberstand abgetrennt (z. B. Dekantation). wahrend das Sed.ment (lurch das Magnetfeld f mart ble.bt. 
Die so behandelten Bakteriensuspensionen weisen nach Sedimentation im Magnetfeld im Vergle.ch zur einfachen 
Sedimentation ohne magnetische Partikel bzw. nach Zentrifugation im Uberstand eine urn 15-70% reduz.erte BTS auf. 
Die folgenden Beispiele erlautern die E rf indung naher, ohne sie zu beschranken. 

Anwendungsbelspiele 

Durch Fermentation einer Bakterienkultur Acetobacter methanolicus. hinterlegt im ZIMET Jena unter der Nummer IMET B J46, 
wird eine Suspension mit 147g Gluconsaure/I und 4g BTS/I hergestellt und wie folgt behandelt. 

- I) Imt'der Suspension werden entnommen. in eine Quarzkuvette gefullt und die Sedimentation durch Messung der . 

Lichttransmission bei der Wellenlange 500nm verf olgl (Spekol). Betragt die Transmission zur Zt.it t = 0 100 U, so ist sie nach 4 h 
107 %. Die beobachtbare. langsame Sedimentation erfolgt linear uber der Zeit mit einem linearen Anst.eg der Transmission 
(y = aT + c. mit y: Transmission in % zur Zeit T.c = 100%unda= +0,03%/min). .. . ,. . „ n - 

b) 8ml der Suspension werden 30 Minuten bei etwa 3000g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig dekantiert. Die 

versetzt, intensiv (5 Minuten) geschut^lt und 12h bei 8'C aufbewahrt. AnschlieBend wird die Suspension fur 30 Minuten m.t 
dem Magnetfeld eines Permanentmagneten (B etwa 0. 1 T) in Kontakt gebracht. urn die Sedimontat.on herbe.zufuhren. Am 
Boden der Kuvette haben sich Bakterien, vermischt mit ferromagnetischen Partikeln. abgesetzt. 
Die Transmission bezogen auf a) betragt 220% und bezogen auf b) (Zentrifugation) 140%. 

d) Wie in c) warden 30 mgy-FejOa zur Suspension gegeben. ., . . 

Die Transmission bezogen auf a) betragt 285%. bezogen auf b) 180%. Das heifit, die Feststoff beslandte.le s.nd gegenuber c) noch 
mehr reduziert. Die Bakterienkonzentration wird von etwa 4g/l aul etwa 1.4g/l. d.h. urn 60-70% reduziert. 



a) ^ 6ml der Suspension werden 8mg Mn-Zn-Ferrit (KorngroBe etwa 100 bis 180nm) gegeben. intensiv geschuttelt und sofort 
mit dem Maqnetfeld eines Permanentmagneten fur etwa 30 Minuten in Kontakt gebracht. Am Boden der Kuvette setzen sich 
Bakterien und ferromagnetische Partikel ab. Die Transmission bezogen auf den Wert von Beispiel 1 a) betragt unm.ttelbar nach 
Kontakt mit dem Magnetfeld 114% und nach weiteren 30 Minuten 120%. _ . . .,-„, im w ttr „,„i- h 

b) Zu6ml der Suspension werden 16mg Mn-Zn-Ferrit gegeben und wie in 2a) behandelt. Die Transmission betragt im Vergle.ch 
zu Beispiel 1 a) 108% nach Kontakt mit dem Magnetfeld und nach weiteren 30 Minuten 120%. 

Die Bakterienkonzentration ist urn etwa 17 % reduziert. Jedoch ist die Sedimentation der Bakterien geme.nsam m,t den 
ferromagnetischen Partikeln, die im Vergle.ch zu Y -Fe,0 3 kleiner sind. noch im Gange und erfolgt etwa 1 0mal schneller als die 
Sedimentation ohne Zugabe von ferromagnetischen Partikeln. 

In jedem Fall laBl sich auf die beschriebene Art und Weise eine Reduktion dor Bakterienbiomasse urn 15 bis 70% erreichen. 



